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LUMIERE ET REGENERATION DES PROTOPLASTES
DE DRAPARNALDIA MUTABILIS
(CHAETOPHORALES, CHLOROPHYTA)
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RESUME - A l'obscurité, les p de mutabilis sont
incapables de régénérer ot meurent. Les radiations rouge clair (635nm + 10am)
contrélent la restauration de la paroi qui est achevée aprés six jours dirradiation.
Sept jours de traitement sont inhibitcurs pour la régénération d'un thalie normal. En
lumiére blanche vu sous radiations rouge clair, ks protaplastes régénérent quelle que
sait Iénergie reque. Sous radiations bleuss ou jauncs, les protoplastes édifient un
courl wbe germinatif uniquement sous une photopériode de I¥ heuresi24 heures.
Clest dans le blew et le rouge pour unc photopériode de I8:24 heures que le
déxeloppement du thalle régénéré est le meiilenr. Méme 4 forte énergie lumineuse, la
croissance est towjours nulle sous radiations jaunes (589nm).

ABSTRACT - The protoplasts of Draparnaldia mutabilis dicd in darkness. Aficr 6
days of red pretreatment (635nm + 10nm). cell walls regenerated and thallus growth
is possible. Seven days treatment is inhibitary. Under white ar red rradiations, pro-
toplasts egencration is cnergy independent. Under bluc and yellow irradiations, this
phenomenon is a_photoperiodic long days event. Thallus geowth is very good under
blue or red iluminations with long photoperiods. Huwever growth is nut possible un-
der high yellow icradiance (389).

MOTS CLES : Draparnaldia, protoplaste, régénération. radiation, phutopériode, >
roi. rouge clair-

INTRGDUCTION

Récemment, des protoplasies ont pu étre obtenus chez Draparnaldia
mutabilis (Roth) Cederg (Larpent-Gourgaud & Aumaitre, 1987). L'étude de
la régénération et la production de thalles tilamenteux est une étape dans la
compréhension de la mise en place de la polarité cellulaire et de la locali-
sation intracytoplasmique d’enzymes dircctement impliqués  dans  la
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48 M. LARPENT-GOURGAUD et al.

morphogenese. Si les protoplastes régénérent, quelle que soit la nature de
{'éclairement, scules les lumiéres blanche, bleue et rouge leur permertent
d'engendrer des thalles a croissance normale (Larpent-Gourgaud &
Aumaitre, 1988). Les radiations jauncs n’autorisent qu‘une croissance limitée
dans le temps.

Le facteur lumiére est donc trés important dans le contrdle de la
régénération des protoplastes el dans le développement des thalles
chlorophylliens régénérés. Plusicurs composantes de ce facieur sont 4 pren-
dre en considération: la nature des radiations, I'énergie fumineuse et le
photopériodisme. Le développement algal peut étre en effet sensible au
photopériodisme (Ducher et al,, 1975). De plus, de nombreuses réactions
morphogéndtiques sont Sgalement controlées par la lumiére (Dring, 1988).

Notre travail a donc tenté d’élucider le rdle de diverses radiations du
spectre lumineux sur la régénération et le développement des proteplastes de
Draparnaldia mutabilis. Cetie étude n’est possible que si les protoplasies sont
capables de se développer dans un milieu controlé et dépourvu
d’osmarégulateurs.

Nous avons donc, dans un premier temps, mis au point un
prétraitement des protoplastes par des radiations rouges permettant de sup-
primer cette exigence. Il nous a ensuite paru utile d’analyser, pour mieux les
comprendre.les réactions de ces systémes a la lumigre blanche et & quelques
éclairements monochromatiques.

MATERIEL METHODES

Draparnaldia mutabilis est maintenu en culture axénique sur un sub-
strat liquide organique (BE), a base d'extraits de viande et de bactopeptone
(Larpent & Jacques, 1973). Ce substrat peut étre gélosé & 15.1000. Les
protoplastes sont obtenus suivant la technique mise au point par Larpent-
Gourgaud & Aumaitre (1987).

La photomor &se et les phénomenes de régénération conduisant a
la formation d’un thalle sont suivis sur la suspension de protoplastes étalée
sur le milieu BC ou BE supplémenté en saccharose (60g:l) et montée
stérilement en cellule de Van Tieghem, sous les condilions de température
de 18,0 + 0,5°C et de photopériode de 18 heures.

[%clairernent peul &tre de 13 ou de 23 pmoles ms | selon l'expérience.
Tl est fourni par des tubes fluorescents de type “blanc industrie”. Les
éclairements rouges (RC = 635nm + 10nm) et bleus (440nm £ 13nm) sont
donnés par des tubes fluorescents (Philips TL 15 pour le rouge el TL I8
pour le bleu). La lumicre jaune (389nm) est obtenue 4 l'aide d’une lampe &
vapeur de sodium basse pression Mazda (DUC 1 & 18 C-SI0 -IPG 57). Les
radiations rouge sombre (RS) de 730nm sont fournies par des lampes &
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Figure 1 Action comparée du prétraitement des protoplasies par des Jumiéres blan-
che et rouge sur leur régénération ct la croissance des thatles. Cultures dgées
de 19 jours sur milicu BE supplémenté ou nom en saceharose (S 60). E
33umoles m25-1. Photapériode = 18 heures24 heures.

incandescence avec filtre de gélatine “Kodak” et filtres anticaloriques
“Schot”
f.es éclairements sont mesurés & {‘aide d’un Quantum Sensor “Li-Cor”
pour les longucurs d‘onde comprises entre 400 et 700nm. Pour les radiations
rouge sombre, on utilise une thermopile “Kipp et Zonen” type compensé
& un galvanométre (“Kipp et Zonen” ALy).

RESULTATS

Par régéncration, il faut entendre la prise en compte de la premiére di-
vision du protoplaste engendrant un tube germinatif e [0um environ.

Action des radiations rouges sur la régénération
et le développement des protoplastes

Les mesures effectuées sur plus d’une centaine d‘échantilions donnent
des résultats résumés dans la figure 1.
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Figure 2: Action comparée d'un prétraitement des protoplastes par la lumiére rouge
sur leur régénération ct la croissance des thales sur milicw BE ou BE plus
saccharuse 60g/1.

a) - Maintenus @ Lobscurité pendant 6 jours, les protoplastes sont inca-
pables de régénérer el meurent.

b) - Traités 6 jours par la lumicre blanche, (230E m? s1) puis cultivés
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- sur milieu saccharosé (BE - S60), les protoplastes restent viables,
s’entourent d’une paroi et régéneérent,

- sur milicu non saccharosé (BE), la lumiére blanche donnéc en
prétraitement ne permet pas de maintenir cn vie les protoplastes qui éclatent
et meurent.

¢) - Traités 6 jours par la fumiére rouge (RC 23 ¢E m-2 1) puis cultivés
sur milieu BE saccharosé ou non. les proloplastes régénérent quetle que soil
la qualité de Iéclairement et produisent un thalle normal sauf en lumicre
jaune ou la croissance n'est pas initiée. 11 est donc évident que les radiations
RC contrdlent les réactions de biosynthése de la paroi ¢t évitent ainsi aux
protoplastes  d’éclater dans un  miliea dépourvu  d'osmorégulateur
(saccharose).

Le prétraitement par fa lumiére rouge a eté réalisé pendant 3. 4, 5, 6 et
7 jours avant ['ensemencement des protoplastes sur milieu supplémenté ou
non en sucre (Figure 2). Sur milien saccharosé, il est évident que lo
prétraitement n’apporte rien: tous les protoplastes synthétisent une paroi et
régénérent un thalle sous un éclairement blanc, bleu, jaune et rouge. Au
contraire, sur miliew nun saccharosé, les protoplastes ne régénérent pas et
meurent si le traitement est inférieur & 3 jours. L'oplimum est trés stric-
tement défini car a 3 jours, il n'existe aucune survie possible ct apres 7 jours
les radiations rouges deviennent parliellement inhibitrices au moins pour lc
é ultérieur sous & blanc et bleu, pour le devenir to-
talement au )1éme jour sous toutes les longueurs d’onde utilisées (Figure 3).
La vitesse optimale des thalles est atteinte aprés 6 jours de prétraitement des
protoplastes (Figure 2 A et B). Cette vitesse de croissance (4,3mm;24 heures)
¢st mullipliée par un facteur 13, comparée 4 celle oblenue en lumiére blan-
che (0,3mm 24 heures) avec ou sans glucides (Figure 2).

Au-dcla, le RC devient inhibiteur. Si le prétraitement est prolongé
jusqu’a 11 jours, toute croissance devient impossible. Le proloplaste devient
incapable d’engendrer un tube germinatif et done un thalle chlorophylizn.

Cultivée sous éclairement bleu, 'algue est stimulée (Tigure 2) par un
prétraitement prolongé de 6 jours au RC. Ceei s'explique au vu des résultats
de Larpent ef «l.. qui onl montré la complémentarilé des radiations bleues
et rouges (Larpent ¢f al., 1972) pour le développement de Draparmuldic
putabilis. L'échantillon traité en lumiére rouge est cneore plus stimulé (Fi-
sure 2)

En conclusion, comme dans les protoplastes végétaux, ceux dc
Draparnaldia sonl sensibles & la pression osmotique du milieu. L'absence de
saccharose entraine leur destruction. la survie ct la régénération des
protoplastes est possible si le milieu a une pression osmotique convenable,
sous toutes les radiations testées, y compris les jaunes inefficaces pour la
photosynthése. Une irradiation rouge clair pendant 6 jours permet de s‘abs-
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Figure 3: Cinctique de laction de la lumitre rouge sur la régénération des
protoplastes et sur la croissance des thalles. Cultures de !4 jours sur milieu BE.

traire de la présence de stabilisateurs osmotiques dans le milieu. La
régénération devient possible sous les différents éclairements, méme dans le
jaune, ot malgré la présence de sucre, le phénoméne ne peut avoir lieu sans
prétraitement.

Rdle de la valeur de I'éclairement et de 12 photopériode
sur la régénération des protoplastes

Le facteur lumiére joue un réle important dans la morphogenése des
algues et peut agir, par I‘énergic, la qualité de la lumiére ainsi que le rythme
d'éclairement (Dring, 1988). Les protoplastes représentent un systéme simple
et homogéne pour analyser ces phénoménes comme l'ont démontré plusieurs
auteurs chez les végétaux supérieurs (Kaiser & Heber, 1983; Nishimura &
Akazawa, 1975; Rothman & Zilinskas, 1977),

A T'obscurité, les protoplastes éclatent el meurent. Suivant la qualité de
la lumiére, on distingue deux types de réaction :

a) - en Jumiére blanche ou sous radiations rouge claire, les protoplastes
régénsrent quelle que soit 'énergie reque (Figure 4).
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Figure 4 Action de Ja valeur de I'éclairement et de la phn\uermdc sur la
nération des p en fonetion des c Milicu

T
de culture: BE + saccharose 60g/1.

b) - sous radiations bleues ou jaunes, les protoplastes édifient un court
tube germinatif aussi bien & 13 gmoles m2 s qua 23 pmoles m2 s, mais
uniquement sous une photopériode de 18 heures.

Ces résultats tendent a démontrer que la régénération est indépendante
de Vénergie regue. mais quelle se classe dans les phénoménes
photopériodiques “de type jour long” pour fes irradiations bleues ou jaunes.

Réle de la valeur de I'éclairement et de la photopériode
sur la croissance des thalles régénérés

Réle de la valeur de I'éclairement

provoquent une absence de stimulation de la

Les radiations ]1une
si le protoplaste régénére, le thalle ne sc

croissance du  thalle,
développe pas (Figure 4).

C'est dans le bleu, puis le rouge a 23 pmoles m?2 si, pour une
photopériode de I8 heures/24 heures, que le développement est le meilleur,
comparé & celui obtenu & 13 umoles m2 1. Le bleu est toutefois un peu
moins efficace que le rouge a 13 pmoles m2 s, c'est U'inverse a 23 ymoles
m2 §1,

Sous 12 heures d'éclairement, les radiations rouges ne permettent pas la
croissance du thalle lorsque l'énergie n'atteint que 3 zmoles m2 sl Au

=)
=
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Figure 5: Action de la valeur de I'ectairement ct de la photopériode sur la croissance
des thalles régénérés,

contraire, & 23umoles m? s1, la croissance dans le rouge n'est pas
négligeable alors qu'elle est encore nulle dans le bleu.

Réle de 1 photopériode

Les photopériodes longues de 18 heures sont favorables  la croissance
des thalles par rapport & ce qui est observé pour des photopériodes de [2
heures (figure 5). A forte énergie. la croissance est toujours nulle sous ra-
diations jaunes.

DISCUSSION - CONCLUSION

1°) A T'obscurité, les protoplastes ne régénerent pas et meurent. Quelle
que soil la longueur d'onde, a la lumiére, la survie et la régénération des
protoplastes n'est possible que si le milieu a une pression osmotique conve-
nable. Un prétraitement par irradiation rouge clair des protoplastes pendant
6 jours permet de s'abstraire totalement de la présence de stabilisateurs
osmotiques dans le milieu : la régénération devient possible sous les
différents ¢clairements sur un milieu dépourvu de glucide.

Draparnaldia musghilis comme un certain nombre d‘algues
filamenteuses est trés sensible aux chocs thermiques ou lumineux (Kerimian

Source : MMHN, Paris
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& Larpent, 1972;Van Beem & Simons, 1988). Il n'est donc pas surprenant de
constater que de brefs prétraitements en RC (6-3 jours) induisent des crois-
sances plus faibles que des traitements plus prolongés de 3 a S jours. Au-
dela de 6 jours, Je RC est inhibiteur et son action modifie donce durablement
la cellule. Ceci est en accord avec les résultats abtenus par Zeghal (1987).
Les résultais obtenus en microscopie électronique démontrent que les irra-
diations RC contrdlent la mise en place et la restauration de la paroi. Des
globules de polysaccharides s’accumulent sous la membrane cytoplasmique
avant la régénération (Didier el al., sous presse). Des dosages de sucres solu-
bles et insolubles sur des algues dgées de 10 jours montrent une augmen-
tation de 40% de chacun d'eux Jorsque les protoplastes onl préalablement
&1 traités 6 jours par lo rouge clair, Cecl est en conformité avec le rle im-
portant attribué aux radiations rouges par Ducher (1987) sur la synthése des
polysaccharides au cours du dé du thalle de Drag et per-
mel d'envisager leur effel protecteur contre un milieu hypoosmotique. Les
radiations bleues au contraire stimulent la synthese des protéines.

2°) Les radiations jaunes permettent la régénération des protoplastes
mais non la croissance des thalles. Sous cette irradation, Draparnaldia peul
survivre pendant deux semaines environ (Ducher, 1987), mais les structures
chloroplastiques dégénérent (Ducher, [988). Les thalles acquitrent une
activité phosphognolpysuvate carboxykinase qui n'existe pas chez les algues
témoins (Ducher & Dubost, 1989). Ces résultats suggérent aux auteurs une
survie ph éterotrophique de Dray ja qui n’autorisc cependant pas
une croissance prolongée.

3°) La régénération est de I'énergie regue par
les cellules, quelle que soit la photopériode, pour les lumiéres blanche et
rouge clair. Cependant des expériences ultérieurcs devront gtre effectuées a
des éclairements plus faibles que 13 umoles m2 51, Cette valeur est peut étre
trop forte et masque Ieffer photopériode. 11 sera impartant de savoir si cet-
t¢ réaction est de type ‘jour dominant’ ou typiguement “jour long” avec
sensibilité & 1a coupure de la nuit. I sera de plus nécessaire d’analyser I'effot
négatif éventuel du rouge ctiou du bleu sur la régénération.

4% La tégénération des pr est un p
photopériodique pour les irradiations bleues ou jaunes. Pour une méme
énergie totale. les photopériodes de type “jour long” sont seules efficaces.
Ceci est peut-8tre & rapprocher des exigences de la plante entiére qui a &1é
définic comme un organisme de type “jour long” (Ducher, 1987; Larpent &
Jacques, 1973).

5°) Contrairement & la régénération qui se produil indépendamment de
la qualité de la fumiére, la croissance ne se manifeste que sous certains
&clairements (blanc, bleu et rouge), alors que d'autres, comme le jaune, inhi-
bent totalement le développement du thalle. L'énergie lumineuse est impos-
tante pour la croissance des thalles régénérés. Ceci n'est pas tonnant comp-

Source : MNHN. Paris
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te tenu de Ja mise en place des cellules photoswnhenques composant les
axes chlorophylliens. 11 serait intéressant de savoir si Jes radiations rouges
sont antagonistes, synergiques ou additives pour les radiations bleues dans
leur action sur la croissance des thalles régénérés. Enfin, des expériences
ultéricures devront permettre de dégager les roles respectifs des divers
photoréceptenrs impliqués dans la morphogenése des thalles de Draparnaldia
ruaabilis: eryptochrome, phytochrome, pigments chlorophylliens.
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